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^ (54) Title: DIAGNOSTIC AGENT, METHOD FOR DETECTING A CARCINOMA, AND MEANS FOR THE TREATMENT 
^ THEREOF 

00 (54) Bezeiciinung: DIAGNOSTIKUM UND NACHWEISVERFAHREN FOR EIN KARZINOM UND MTTTEL ZU SEINER BE- 

2^ HANDLUNG 

fS 

O (57) Abstract: Disclosed are a diagnostic agent and a method for detecting a carcinoma, according to which at least one HERG 
^ potassium channel is detected in a tissue sample of a human colon or rectum. Also disclosed is the use of the anti-arrhythmic agent 
E-4031 for treating a colorectal carcinoma. 

^ (57) Zusammenfassung: Es wird ein Diagnostikum und ein Nachweisverfahren eines Karzinoms beschrieben, bei dem in einer 
Gewebeprobe des menschlichen Dickdaims oder Enddarms mindestens ein HERG-Kaliumkanal nachgewiesen wird. Ausserdem 
!^ wird die Verwendung des Antiarrhythmikums E-4031 zur Behandlung des colorektalen Karzinoms beschrieben. 
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5 Diagnostikum und Nachweisverfahren fQr ein Karzinom und Mittel zu sel 
ner Behandlung 



10 Die Erfindung betrifft ein Diagnostilcum und ein Nacliweisverfahren fur ein Kar- 
zinom, insbesondere auch ein Nachweisverfahren des colorelctaien Karzinoms 
(Diclcdarmlcrebs) in einer Gewebeprobe des mensclillchen Dick- oder Enddarms 
sowie ein Mm.e\ zur Behandlung von Karzlnomen, insbesondere des colorekta- 
len Karzinoms. 

15 

Karzinomerkrankungen haben bekanntlich in alien LSndem eine immer grOUere 
Bedeutung eriangt. Die Behandlung von Karzlnomen und ein Therapieerfolg 
hangen in entscheidender Weise davon ab, dass das Karzinom rechtzeitig er- 
kannt wird. Deshalb besteht ein groder Bedarf an zuverlSssigen Karzinom- 
20 Diagnostika, insbesondere solchen, die den Nachweis von Metastasen und IVIik- 
rometastasen auch dann erlauben. wenn ein eindeutiger histologischer Befund 
noch nicht vorliegt oder der histologische Befund negativ ausfailt. 

Das colorektaie Karzinom ist die zweithSufigste Todesursache bei Krebsleiden. 

25 welches kontinuierlich in seiner Inzidenz zunimmt und hSufig nach einer kuratl- 
ven chirurgischen Operation wieder auftritt. Colorektaie Karzinome (basartige 
Dick- und Enddarmtumore) treten in den industrielSndem immer h§ufiger auf 
und stellen bei l\/iannern das zweithSufigste und bei Frauen das dritthSufigste 
Krebsleiden dar. Das colorektaie Karzinom macht 15% der bOsarUgen Neubil- 

30 dungen aus. Es kommen uber 200.000 neue FSIIe von colorektalen Karzlnomen 
im Jahr vor, wobei uber 100.000 Patienten daran versterben. Das colorektaie 
Karzinom steht somit an zweiter Stelle der Todesursachen bei Krebsleiden. 

Ein colorektales Karzinom kann de novo oder im Rahmen der Adenom- 
35 Karzinom-Sequenz in einem adenomatdsen Polypen entstehen. Die Wahr- 
scheinllchkeit einer malignen Entartung bei Adenomen liegt zwischen 1 bis 

BESTATIGUNGSKOPIE 

1 
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10 



35 



40%. Insofern stellen Patienten mit colorektalen Polypen eine Risikogruppe dar. 
Aus diesem Grund 1st die Fruherkennung von colorektalen Karzinomen in 
Adenomen und die zuveriassige Differenzierung zum gutartigen colorektalen 
Gewebe besonders fUr die Prognose und den Therapieveriauf von entschel- 
dender Bedeutung. 



Die Diagnose und Prognose fQr diese Krebsart wird durch eine Vielzahl von 
Eigenschaften, die zur Zeit der Erstdiagnose vorhanden sind, beeinflulit. Diese 
Faktoren beinhalten Alter, Geschlecht, Dauer der Symptome, Zustand der 
Darmobstaiktion, Tumorlokalisation, Notwendigkeit von Bluttransfuslon und die 

15 Qualltat der chirurgischen Intervention. Bisher haben zwar eine Anzaiil von Tu- 
moreigenschaften, wie vaskulSre lymphatische InvasivitSt. Differenzierungsgrad 
und praoperative Titer von konventionellen Tumormarkern einen prognosti- 
schen Wert gezeigt, jedoch gibt es keine geeigneten Marker fQr die Detektion 
von FrQhstadien des Karzinoms (Entartung von gutartigen colorektalen Vorstu- 

20 fen (Adenome)) Oder fQr histopathologisch unauffallige Mikrometastasen (mini- 
mal residual disease), die der Grund fQr das Wiederauftreten des Karzinoms, 
sogar nach kurativer chirurgischer Resektion, sein kSnnen. Die bisher verwen- 
deten Turmormarker CEA, CK 19 und CK 20 sind fur die derzeitige Prognose 
richtungsweisend, jedoch unzuverlSssig in der Diagnosedifferenzierung. 

25 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein zuveriSsslges Dlagnosti- 
kum und ein Nachweisverfahren fOr ein Karzlnom zur VerfQgung zu stellen und 
welterhin ein wirksames Mittel zur Behandlung eines Karzinoms zur VerfQgung 
zu stellen. Die nachstehend beschriebenen Untersuchungen wurden am Bei- 
30 spiel des colorektalen Karzinoms durchgefQhrt. sind jedoch auch fQr die Diag- 
nose und Behandlung anderer Karzinome anwendbar. 

Zur LOsung dieser Aufgabe sieht die Erfindung vor, dass eine Gewebeprobe auf 
das Vorhandensein von HERG-Kaliumkanaien untersucht wird. 



Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein Diagnostikum zum Nachweis eines 
Karzinoms, mit dem man die Anwesenheit mindestens eines HERG- 
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5 Kaliumkanals in einer menschllchen Gewebeprobe. die beim gesunden Men- 
schen frei von HERG-Kalluml<anaien ist. Oder in KerperflQssigl<eiten nachweist. 
Eln weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfaliren zum Di- 
agnostizieren elnes Karzinoms, bei dem man in einer Gewebeprobe, die beim 
gesunden l\/lensclien frei von HERG-Kaliumlcanaien ist, oder in einer Korper- 

1 0 flQssiglceit die Anwesenlieit mindestens eines HERG-Kaliuml<anals nachweist. 

Der Nachwels eines HERG-Kaliumkanals mit dem erflndungsgemSBen Di- 
agnostiI<um ist selbstverstandllch nur dann ein siciierer Hinweis auf das Vorlle- 
gen eines Karzinoms, wenn der Nachweis in einer Gewebeprobe oder in 

15 Lymplil<noten vorgenommen wird, die beim gesunden Mensclien frei von 
HERG-Kaliuml<anaien sind. Das trifft nicht zu fQr das Herzmuskelgewebe und 
das Gehirn, in denen beim gesunden Menschen stets HERG-KallumkanSle vor- 
kommen. Gelingt jedoch der Nachweis eines HERG-Kaliumkanals z.B. in einer 
Gewebeprobe des Dick- oder Enddamies, in der bekanntlich nonmalerweise 

20 niemals HERG-Kaliumkanaie vorkommen, dann ist das ein sicherer Nachweis 
fQr das Vorliegen eines Karzinoms. 

Der Karzinomnachweis fOr das Auffinden von HERG-Kaliumkan§len ist auch 
dann zuverlSssig, wenn dleser Nachweis in einer KOrperflQssigkeit, wie Blut, 
25 Blutplasma. Blutserum, Harn, SchwelB oder TranenflQsslgkelt oder auch Im 
Stuhl gelingt, in denen nomnalenweise niemals HERG-KaliumkanSle aufzufinden 
sind. 



Ein Beispiel fOr das erfindungsgemSBe Verfahren und DIagnostizieren eines 
30 Karzinoms besteht darin, dass man ein colorektales Karzinom diagnosltiziert, in 
dem man in einer Gewebeprobe des menschlichen Dickdarmes mindestens 
einen HERG-Kaliumkanal nachweist. 

Zur Diagnose wird eine Gewebeprobe des Dick- bzw. Enddarmes im Labor un- 
35 tersucht, wobei der HERG-Kaliumkanal in colorektalen Karzinomzellen expri- 
mlert wird, der sowohl durch die hochsensitive RT-PCR-Methode als auch 
durch die in der Kllnik verbreltete Immunhistochemie nachgewiesen werden 

3 
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5 kann. Die Qberraschende und wertvolle Erlcenntnis besteht darin, dass der 
HERG-Kaliumkanal ein hochselektiver funktloneller Tumormarker fOr das colo- 
rektale Karzinom ist und somit in der Diagnostik, vor alien zur Erkennung von 
FrOhstadien des Karzinoms, zum Nacliweis von unaufFSiligen Mikrometastasen 
und zur Differenzierung vom gesunden colorektaien Gewebe eingesetzt werden 

10 kann. 

Mitgiieder der ether d go-go (EAG) Kaliumkanaifamilie, insbesondere das eag- 
abhangige (eag-reiated-gen; ERG) Genprodukt, wie der humane ERG (HERG) 
Kaliumkanal sind zur Diagnose geeignet. Sie konnten In verschiedenen Tumor- 
15 zelllinien unterschiedlicher Histogenese gefunden werden, wobel bekannt ist, 
dass sie bei der Zellproliferation und Transformation eine Rolie spielen. 

Die reverse Transkriptase Polymerase KettenreakHon (reverse transcriptase 
polymerase chain reaktion, RT-PCR) ist eine sehr effiziente und hoch sensitive 
20 Methode zum Nachweis von minimaler tumor-assoziierter mRNA Transcription. 
Die Immunhistochemie ist in der Klinik eine gebr§uchliche und welt verbreitete 
l\/lethode und daher leicht in den Routineablauf zu integrieren. 

Der HERG (human eag related gene) Kaliumkanal stellt einen besonderen Typ 
25 von humanem Kaliumkanal dar, der zu der eag (ether a-go-go) Famille der 
spannungsaktlvierten KaliumkanSle gehart. In neoplastlschen Zellen unter- 
schiedlicher Histogenese spielt der HERG- Kaliumkanal offensichtlich eine 
wichtige, pathophysiologlsche Rolle bei den Regulationsmechanlsmen und be- 
wirkt ein unllmltlertes Tumonwachstum. 

30 

Zur Behandlung von colorektaien Karzinomzellen wird erfindungsgemafi die 
Venwendung des Antiarrhythmikum E-4031 vorgeschlagen. Dies beruht auf der 
wertvollen Erkenntnls. dass der funktionelle HERG-Kaliumkanal. der fQr die 
Zellproliferation und das Karzinomwachstum eine wichtige Rolle spielt, selektiv 
35 durch das Antiarrhythmikum E-4031 blockiert werden kann. Somit sind neue 
Ansatze fQr die Krebstherapie mdglich. 



4 
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Das Antiarrhythmikum E-4031 ist ein 4-[1-[2-(6-MethyI-2-pyridinyl)ethyl-4- 
piperidinyl]carbonyl]methansulfoanilid. 2HCI der Forme! 
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5 Der Erfindung liegen folgende Untersuchungen und MaRnahmen zugrunde. 
Patienten 

Es wurden 24 Gewebeproben von 18 verschiedenen Patienten (12 Frauen, 6 
10 Manner; im Alter von 51-86 Jahren, Durchschnittsalter 67,7 Jahre) mit colorek- 
talem Karzinom der UlCC Klassifikation von l-IV untersucht. FQnf Karzinome 
waren im Colon, vier Im sigmoidalen Colon und neun im Rektum lokalisiert. Die 
Gewebeproben wurden von dem umgebenden Gewebe frelprapariert, um eine 
Oberkreuzkontamination zu vemneiden. FOr jede einzelne Gewebeprobe wurde 
15 ein neues Skalpel benQtzt. 

Die klinische und histopathologische UlCC sowie Dukes Klassifikation von Pa- 
tienten mit colorektalem Adenokarzinom ergab folgendes: 



20 Stedlum (stage) 1 


- Dukes A 


: 3 


(pTI 


= 1.pT2 = 


2) 


Stadium (stage) II 


- Dukes B 


: 5 


(pT3 


= 5. pT4 = 


0) 


Stadium (stage) III 


- Dukes C 


:7 


(pNI 


= 4, pN2 = 


:3) 


Stadium (stage) IV 


- Dukes D 


: 3 


(pM1 


= 3) 





25 Histopathologisch negative Proben von Colongewebe von 7 Patienten (4 Frau- 
en, 3 Manner; im Alter von 60-68 Jahren. Durchschnittsalter 62,8 Jahre), wovon 
3 Proben ein tubulo-vill6ses Adenom des Colons und 4 Proben eine Sigmadl- 
vertikulitis waren, dienten als Negativkontrolle (Tabelle 2). 

30 Die histopathologische Diagnosen, die UlCC und Dukes Klassifikation sowie 
TNM Klassifikation wurden unter standardisierten Bedingungen durchgefUhrt. 
Die Gewebeprobe wurde sofort nach der Exzision In flQssigem Stickstoff tief 
gefroren und bel -80"C bis zur RNA Extraktion gelagert. 

35 Die gesamte zelluiare RNA-lsolierung wird von den gefrorenen Gewebeproben 
mit dem Qiagen Rneasy mini-kit nach Anieitung des Herstellers (Hilden, 
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5 Deutschland) durchgefOhrt. Der Gehalt und Reinheit der RNA wird spektropho- 
tometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm bestimmt. 

Die colorektale Karzinomzelllinie (Colo-205) wurde fOr die Detelction der Sensi- 
tivltat dieser Experimente als positive Kontrolle verwendet. 

Reverse Transkription 

Die cDNA wurde aus 2^9 gesamter RNA in einem Volumen von 20pl Reakti- 
onsmischung syntlietislert. welche 4pl von 5 x Reaktionspuffer (50 mmol/L Tris- 
HCI, pH 8.3, 75 mmol/L KCI und 3 mmol/L MgCIa). 500 pmoi/L dNTP. 100 
pmol/L LGsung von poly-dT15-Primer (Roche Diagnostic, Mannheim, Deutsch- 
land) und 400 Einheiten von Superscript II (Gibco BRL, Gaithersburg, MD. 
USA) enthait. Die Mischung wurde bei 42''C fQr 60 min Inkubiert, fur 2 min auf 
QO^C erhitzt und dann auf Eis abgekuhit 

Primersequenzen fUr die RT-PCR Untersuchung: 

Folgende Primersequenzen wurden fQr die anschlieBenden RT-PCR Untersu- 
chungen verwendet: 
25 

Die Primersequenzen fOr die CEA mRNA waren: A, 5'- 
TCTGGAACTTCTCCTGGTTCTCTCAGCTGG-3' fQr die outer sense; B. 5'- 
TGTAGCTGTTGCAAATGCTTTAAGGAAGAA-3' fQr die antisense; und C, 5- 
GGGCCAGTGTCGGCATCATGATTGG-3' fQr die inner sense cases . 

30 

Die Primersequenzen fOr die CK-19 mRNA waren: A. 5'- 
GTGGAGGTGGATTCCGCTCC-3' fQr die outer sense; B, 5'- 
TGGCAATCTCCTGCTCCAG-3' fQr die outer antisense; 0, 5'- 
ATGGCCGAGCAGAAGCGGAA-3' fQr die inner sense; and D, 5- 
35 CCATGAGCCGCTGGTACTCC-3' fQr die inner antisense cases. 
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5 Die Primersequenzen fOr die CK-20 mRNA waren: A, 5'- 
GCGTTTATGGGGGTGCTGGAG-3' fiir die outer sense; B, 5'- 
AAGGCTCTGGGAGGTGCGTCTC-3' fur die outer antisense; C, 5'- 
CGGCGGGGACGTGTTTGT-3' fur die inner sense; und D. 5"- 
CAGTGTTGCCCAGATGGTTGTG-3' fQr die inner antisense cases. 

10 

Die Primersequenzen fiir die HERG mRNA waren: 

A. primer up 5'-AGCTGATCGGGCTGCTGAAGACTG -3' und 

B. primer down 5*-AATGAGCATGAGGCAGATGGAGAAG-3' . 

15 Um die Integritat der extrahierten RNA zu untersuclien und urn siclierzustellen, 
dass equimolare RNA verwendet wurde, wurde die extraliierte RNA mit Glyce- 
raldehyd-3-Phosphat- Dehydrogenase (GAPDH) mittels RT-PCR Icontrolliert. 
Die Primersequenzen fiir GAPDH waren: 5'- 

GCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3' sense und 5'- 

20 TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3' antisense primers. 

Die reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktlon (RT-PCR): 

Die zweistufige RT-PCR wurde fQr die Amplifikation von cDNA von CEA. von 
25 CK-19 und CK-20 und von HERG verwendet. 

Die PGR wurde wie folgt ausgefOhrt: Die PGR wurde in einem Volumen von 
50yl mit 2 yig der gesamten RNA pro Probe durchgefQhrt. FQr die erste PCR- 
Runde, 2 [xL Aliquots der cDNA Ldsung wurden mit 10,5 jjL der PGR Reakti- 
30 onsmischung. welche 1 .25 pL 1 0 x PGR Puffer (1 0 mmoI/L Tris-HCI. pH 8.3, 50 
mmol/L KCl. und 1.5 mmol/L iy/lgCI2), 200 pmol/L dNTP, 0,5 pmolA. von jedem 
Primer, und 2,5 Einlieiten von Platinum Taq Polymerase (Gibco BRL, Gaithers- 
burg, IVID) enhait, gemischt. 
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5 Die Reaktion wurde in einem PGR Tiiermocycler (Biometra, G6ttingen, Germa- 
ny) fortgesetzt. FQr die CEA, CK-19 and CK-20 Amplifikation wurden folgende 
Bedingungen angewandt: Aktivierung der Taq Polymerase bei 95'C fOr 4 min, 
Template Denaturierung bei 95°C fur 45 sec, Annealing bei SOX fur 45 sec und 
Elongation bei 72^0 fur 45 sec fQr 20 Zyklen. Die HERG-Amplifikation wurde bei 

10 QS'C. 4 min; 55-C, 1 min; 72°C, 1 min und gS'C, 1 min fQr 30 Zyklen durchge- 
fiihrt. Zwei MIkroliter des ersten PGR Produktes wurde in ein zweites Rdhrchen 
transferiert und weiter amplifiziert (GEA. GK-19 und GK-20: bei 95°C, 4 min; 
95'G, 45 sec; 60°G, 45 sec und 72"G, 45 sec in 20 Zyklen und HERG bei 95°G. 
4 min; 55X, 1 min; 72°G, 1 min und 95^, 1 min in 30 Zyklen). Alle Pipetierar- 

1 5 belten wurden auf Els und unter einer sterilen Werkbank durchgefOhrt und dann 
die Rdhrchen in den Themfiocycler gegeben. Zuvor wurden sie auf die 
Denaturierungstemperatur erhitzt bevor die Amplifikation begann. 

Die ampllfizierten DNA Fragmente waren 132 Basenpaare (bp) fOr GEA-, 328 
20 Basenpaare fur CK-19-, 485 Basenpaare fQr CK-20- und 386 Basenpaare fur 
HERG-Primerpaare. Jede Gewebeprobe wurde mindestens zweimal unter- 
sucht. 

Um die IntegritStfQr cDNA zu Qberprilfen. wurden in 25 Zyklen die Amplifikation 
25 fQr GAPDH mit 603 Basenpaaren der cDNA Fragmente (95"'G, 4min; 95*C. 45 
sec; eO'G, 45 sec; 72"'G, 45 sec) durchgefQhrt. 

Die PGR Produkte wurden auf ein 2% iges Agarosegel aufgetragen und mit E- 
thidiumbromid gefSrbt. 

30 

Sensitivitatstests der RT-PCR-Methode 

Die colorektale Karzinomzelllinie (Colo-205) diente fur die Detektionssensitivitat 
in diesen Experimenten als positive Kontrolle. Um die Sensitivitat der Methode 
35 bestimmen zu kQnnen. wurden Verdunnungsreihen von 10^ bis zu 10° der colo- 
rektalen Karzinomzellen (Golo-205) angefertigt, denen dann 10^ Lymphozyten 
von gesunden Spendem zugegeben wurden. Nach der Extraktion der gesamten 

9 
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RNA wurden die RT-PCR durchgefQhrt. Die VerdQnnungsreilien der RNA zeig- 
ten, dass die Primer in der Lage waren, eine Menge mRNA, welclie Squivalent 
zu einer Tumorzelle in 10® Lympliozyten ist, zu detel<tieren. 

Immunhistochemie 

Proben von coiorelctalen Karzinomen und gesundem colorektalem Gewebe 
wurden in gepuffertem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Histolo- 
gie wurde an Hematoxylin und Eosin gefSrbten Schnitten evaluiert. Weitere 
Schnitte wurden fQr den Immunhistocliemischen Nachweis verwendet. 

Fur die Immunhistochemie des Anti-HERG-Antil<6rpers wurde ein Protokoll der 
ABC (Avidin-Biotin-Peroxidasecomplex)-Nachweismethode verwendet. 

Nachdem die Schnitte auf ObjelcttrSger aufgebracht und Qber Nacht bel 37'C 
luftgetrocl<net wurden, folgte eine Deparaffinierung durch Xylol und eIne Re- 
hydrierung Ober eine absteigende Alkoholreihe. Die endogene Peroxidase wur- 
de durch Immersion der Schnitte fur 10 min in einer Losung von 19 ml Phos- 
phatpuffer, 1 ml Methanol und 200 \sl 30%iges H2O2 blockiert. Anschliefiend 
wurden die Schnitte 6x 10 min mit PBS gespQIt. 

Um die nicht-spezifische AntlkOrperbindung zu reduzieren. wurden die Schnitte 
mit Normalserum der Zlege vorinkubiert. 

Danach erfolgte die Inkubierung mit dem primSren AntikOrper Rabbit Anti-ERG1 
(HERG) (AB5222-200UL. Chemicon. Temecula, CA, USA) in einer VerdQnnung 
von 1 :500 fQr 1 h bei 4^C. Nachdem 3x mit PBS gespOlt wurde, sind die Schnit- 
te in biotinyliertem Anti-Rabbit-AntikOrper (Vector) in einer VerdOnnung von 
1:200 fur 1 h bei 25''C inkubiert worden. Anschliefiend wurden die Schnitte 3x 
mit PBS gespQIt. Danach folgte die Inkubierung mit dem ABC Komplex (Vector) 
fQr 1 h bei 25°C. Nach mehrmaligem SpQIen wurden die Schnitte fQr die Visuali- 
sierung des primSren AntikOrpers mit 3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid 
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(DAB) (Sigma) fQr 3 min bei 25''C nach einem Standardprotokoll (0,05 % DAB 
in 0,1 M Phosphatpuffer und 0,3 % H2O2) behandelt. 

Die Farbung der Schnitte wurde unter dem i\/lil<roskop verfolgt. Die F§rbereakti- 
on wurde durch SpOien mit PBS gestoppt. 

Bei positiver Antii^Orper-Reaktion wird das betroffene Gewebeareal homogen 
braun angefSirbt. 

Nach der Immunliistochemie wurden die Schnitte Qber Nacht getrocknet, de- 
hydriert und anschliellend eingedeckt. 

Neaativ Kontrollen : gleiche Prozedur ohne Prim§rantik6rper 

Positive Kontrollen: Experimente von Anti-ERG1 (HERG)-Antikerper wurden an 
Schnitten des humanen Herzens durchgefQhrt. 

Proliferationstest der colorektalen Karzinomzeillinle Colo-205 mit E-4031 

Die Proliferationsversuche (Wachstumsversuche) wurden mit dem 3-(4,5- 
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromid IVITT-Test durchge- 
fQhrt. Die Zellen der coiorektaie Karzinomzelliinie Colo205 wurden mit 0,05% 
EDTA geemtet und anschiieHend ausgezShit. Die Zellen wurden dann in eine 
96-Lochplatte mit je 10* lebenden Zellen pro Loch ausgesSt und 24 h zum An- 
haften belassen. Nach 24 h wurde das Medium mit E-4031 In verschiedenen 
Konzentratlonen von 1 pM, 5 pM und 10 pM ausgetauscht. Das Endvolumen 
war 200 pi pro Loch. Nach der Inkubation von 0 bis 7 Tagen wurden 20 pi MTT 
(5mg/ml in PBS) hinzugefQgt und fOr 2 h in 37^C inkubiert. Das Medium wurde 
dann entfernt und 100 pi Dimethylsulfoxid (Sigma, Deutschland) wurde in jedes 
Loch fQr 10 Minuten gegeben. 



Ein 96 Loch Mikrotiterplattenleser (Comtek. Deutschland) wurde fQr die Auswer- 
tung benutzt. Bei einer Welleniange von 570 nm Angstrom wurde der MTT-Test 
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in dem ELISA- Mikrotiterplattenleser abgelesen. Die durchschnittliche Konzent- 
ration wurde in jedem Set von fOnf L5chern gemessen. 

Die Absorption der unbeiiandelten Kontrollen wurden als 100 % angenommen 
und dementsprectiend der IC50 bereciinet. 

Statistische Auswertung 

Ein Unterschled von P<0,05 wurde als signifikant angenommen. 
Eraebnisse der RT-PCR 

CEA, CK-19 und CK-20 wurden Im Karzinom und im Kontrollgewebe sowie in 
der colorektalen Zelllnie Colo-205 exprimiert. Die HERG Expression war im Ge- 
genteil zu 100 % nur auf das Karzinomgewebe und die Colo-205-Zellen be- 
schrSnkt. Wie in Abbildung 1 und Tabelle 1 dargestellt, zeigen Gewebeproben, 
die in der histopatliologisciien Untersuchung eindeutig ein colorektales Karzi- 
nom ergeben, eine Expression von alien Markern (CEA. CK-19. CK-20 und 
HERG). Colorektales Gewebe von Patienten ohne eine maligne Erkrankung 
exprlmierte auch CEA, CK-19 und/oder CK-20, jedoch Ilea sich HERG nie 
nachweisen (Tabelle 2). Wenn die RT-PCR ohne RT Enzyme durchgefuhrt 
wurde, lieBen sich in der Zelllinie Colo-205 keine Banden nachweisen, was be- 
weist, dass keine DNA vorhanden ist, und somit die RT-PCR Bedingungen sehr 
gut abgestimmt sind. 

In Abbildung 1 sind in Spalten 1 und 15 100 Basenpaarstufen als Kontrollban- 
den dargestellt. In Spalte 2 Ist die GAPDH Kontrolle zu sehen, die In alien Pro- 
ben positiv war. Die Ergebnisse in den Spalten 3 bis 6 sind von einer Gewebe- 
probe eines Patienten mit Sigmadivertikulitis (Patient Nr. 6 In Tabelle 2) und in 
den Spalten 7 bis 10 von einer Gewebeprobe eines Patienten mit einem tubulo- 
villOsen Colonadenom (Patient Nr. 1 in Tabelle 2). Die Banden in den Spalten 
11 bis 14 reprasentieren eine Gewebeprobe eines Patienten mit einem colorek- 
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talen Karzlnom (Patient Nr. 3 In Tabelle 1). DNA Fragmente wurden auf einem 
2%igen Agarosegel aufgetragen und mit Ethidiumbromid gefdrbt. 

Wie in Tabelle 1 zusammengefasst. konnte CEA in 22 (91.7 %), CK-19 in 19 
(79.2 %), CK-20 in 23 (95.8 %). und HERG exidusiv zu 100 % in alien der 24 
Gewebeproben von colorelctalen Karzinomen von 18 verschiedenen untersucli- 
ten Patienten nacligewiesen werden. 

In alien Proben, auRer in der CK-19 und CK-20 Expression im Patienten Nr. 2, 
waren keine Unterscliiede in den mRNA Resultaten der verschiedenen Gewe- 
beproben von dem gleiclien UntersuchungsprSparat (Patient Nr. 4, 6, 7, 8. 9) 
vorhanden (Tabelle 1). 

Tabelle 1 Detektion von mRNA Expression der Tumomriarker CEA, CK-19, 
CK-20 und HERG mittels RT-PCR in coiorektalen Karzinomen 



at 


GAPDH 


CEA 


CK-19 


CK-20 


HERG 


Staaina - TNM Lokalisation 


1 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


|||-T4,N1(2/10),M0 


Sigmoid 


2a 


pos 


Pos 


neg 


neg 


pos 


lll-T3,N1(1/9),M0 


Colon 


2b 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 






3 


pos 


Pos 


neg 


pos 


pos 


II -T3,N0(0/15),M0 


Colon 


4a 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


IV-T3,N2(25/27),M1 


Rektum 


4b 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 






5 


pos 


Neg 


pos 


pos 


pos 


1 -T2.N0{0/6).M0 


Sigmoid 


6a 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


1V-T3.N2(11/20).M1 


Rektum 


6b 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 






7a 


pos 


Pos 


neg 


pos 


pos 


UI-T2,N1(2/12),M0 


Rektum 


7b 


pos 


Pos 


neg 


pos 


pos 






8a 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


lll-T3,N1(1/35),M0 


Colon 


8b 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 






9a 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


lll-T3,N2(21/27).M0 


Rektum 
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9b 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 






10 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


1 -T2,N0(0/10).M0 


Rektum 


11 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


11 -T3,N0(0/4),M0 


Colon 


12 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


IV-T3,N2(6/16),M1 


Sigmoid 


13 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


II - T3,N0(0/7).M0 


Rektum 


14 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


II -T3,N0(0/13),M0 


Colon 


15 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


lll-T3,N2(6/11),M0 


Rektum 


16 


pos 


Pos 


pos 


pos 


pos 


1 -T1,N0(0/16).M0 


Sigmoid 


17 


pos 


pos 


pos 


pos 


pos 


III - T3,N2(6/36),M0 


Rektum 


18 


pos 


neg 


neg 


pos 


pos 


II .T3.N0(0/16).M0 


Rektum 



5 

Das Grading (histopathologischer Differenzierungsgrad) der colorektalen Karzi- 
nome war In alien Gewebeproben G2 auBer fQr die Probe des Patienten Nr. 1 
(G2-3), Nr. 4 (G3) und Nr. 9 (G2-3) zu erkennen. 

10 HERG mRNA wurde In keinem (0 %) der histopathologisch negatlven colorekta- 
len Gewebeproben der 3 Patienten mit einem tubulovlllOsen Adenom des Co- 
lons und der 4 Patienten mit Sigmadivertikulitis, die als Negativkontrollen dien- 
ten, nachgewiesen (Abbildung 1 und Tabelle 2). 

15 Die mRNA der Tumonmarker CEA, CK-19 und CK-20 waren in alien Patienten 
mit einem Colonadenom positiv (100 %). In den Gewebeproben der Patienten 
mit Sigmadivertikulitis waren jeweils die mRNA der Marker CEA, CK-19 und 
CK-20 In 2 Patienten (50 %) positiv. 

20 
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Detektlon von mRNA Expression der Tumomnarker CEA, CK-19. 
CK-20 und HERG mittels RT-PCR In histopathologisch negatlvem 
colorektalem Gewebe. 
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5 Tabeile 2: 



Pat. GAPDH CEA 

10 



1 


pos 


pos 


2 


pos 


pos 


3 


pos 


pos 



CK-19 CK-20 HERG 



Pos 


pos 


neg 


Pos 


pos 


neg 


Pos 


pos 


neg 
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Histoloaie Lokalisation 

tubulovilldses Adenom Colon 
tubulovillOses Adenom Colon 
tubulovilldses Adenom Colon 

Sigmoid 
Sigmoid 
Sigmoid 
Sigmoid 



4 


pos 


pos 


Neg 


neg 


neg 


Sigmadivertil<ulit]s 


5 


pos 


pos 


Pos 


pos 


neg 


Sigmadivertikulitis 


6 


pos 


neg 


Pos 


pos 


neg 


Sigmadivertilculitis 


7 


pos 


neg 


Neg 


neg 


neg 


Sigmadivertilculitis 



Eraebnisse der Immunhistochemle 

15 Die Ergebnisse des immunhistochemlschen Nachweises des Anti-ERG1 
(HERG) Antlkarpere zeigten deutlich eine Immunhlstochemlsch positive Reaktl- 
on durch eIne FSrbung der betroffenen, mallgne entarteten Gewebe(drasen)- 
anteile In alien Proben der colorektalen Karzlnome (Tabeile 3). Die Immunreak- 
tlvltat ist beschrankt auf den basalen Antell des Zytoplasmas der Epithelzellen 

20 (Abbildung 3 und 4). Neben den Epithelzellen findet man diffuse Reaktionen in 
der Lamina propria und in den GefSlien (Blutzellen). Weiterhin findet man In 
den Muskelschlchten vereinzelte, nicht nalier charakterislerbare Zellen. 

Die histopathologisch negativen restlichen Damnanteile des Resektates dersel- 
25 ben Tumorpatienten waren bei den meisten Gewebeproben immunhlstoche- 
mlsch negativ. Jedoch lied sich bei den Immunhistochemisch positiven Gewe- 
beproben In den histopathologisch negativen restlichen Damiariteilen des Re- 



15 



wo 03/102588 ^^IT/EPOS/OSTIO 



sektates vereinzelt eine schwache, aber eindeutig positive Immunreaktlon in 
den basalen Epithelzeilen am Grund der DrQsen nacliwelsen (Abbildung 6). In 
einer reprasentativen Anzahl von Patienten wurde in einem Zeitraum von zwei 
Jahren nach der operativen Reselction des colorel<talen Karzinoms stets ein 
locoregionares Rezidiv (Wiederauftreten) des Karzinoms festgestellt (Patienten 
Nr. 19-25 in Tabelle 3). 

Diese sensitive und zuveriassige immunhistocliemische Detel<tlon von HERG in 
histopathologiscli noch unauffailigem Gewebe und somit der Naciiweis von Mik- 
rometastasen macht HERG zu einem zuverlSssigen Tumonnarker. 

Die histopatliologlsch negativen colorelctalen Gewebeproben von benignen 
Darmveranderungen (Sigmadivertil^ulitis, colorelctale Adenome) sowie die ge- 
sunden colorektalen Gewebeproben (regelreclite gesunde Damischleimliaut) 
zeigten in alien Fallen keine Farbung und somit eine immunliistocliemisoii ne- 
gative Reaktion (Tabelle 4 und Abbildung 5). 



Tabelle 3: Darstellung der immunhistochemisciien Ergebnisse in dem colorek- 
talen Karzinomgewebe sowie in dem histopathologlsch negativen restlichen 
colorektalen Gewebe desselben Tumorpatienten. (Unter den Patienten mit den 
durchlaufenden Nr. 1-25 sind die Patienten Nr. 1-18 der PGR enthalten.) 



Pat. 


Karzinomgewebe 


Restliche Darmanteile des Resektates histologisch 
negativ 


1 -18 


Pos 


neg 


19-25 


Pos 


pos 
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Tabelle 4: Darstellung der immunhistochemischen Ergebnisse In hlstopatholo- 
gisch negativen Geweben. (Unter den Patienten mit den durchlaufenden Nr. 1- 
25 sind die Patienten mit den Nr. 1-7 der PGR entiialten.) 



Pat. 


Regelrechte aesunde Darmschleimhaut 


1-6 


neQ 




Siqmadivertikulititen 


7-18 


jm ■ — 




Colorektale Adenome 


19-25 


Lneg . 1 



10 

Ergebnisse des Proliferationsassays 

Abbildung 2 zeigt die Proliferationshemmung der colorektalen Karzinomzellline 
15 Colo-205 durch den selektiven Inhibitor E-4031 des HERG Kaliumkanales. 

E-4031 wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen (1, 5 und 10 pM) zu den Zel- 
len hinzu gegeben und dann an 5 darauf folgenden Tagen das Wachstumsver- 
lialten der coiorelctalen Karzinomzellen gemessen. Die Karzinomzellen wurden 
20 durch die Konzentrationen von E-4031 in ihrem Wachstum, durch die Bloclcie- 
rung des fOr das Karzinomwachstum wichtigen HERG-Kaliuml<anals, gehemmt 
und starben ab. 

Durch die vorllegende Erfindung I<onnte somit ein Tumormarker aufgefunden 
25 werden. der verl§ssllch kanzerogenes (bSsartlges) von nicht-kanzerogenem 
(gutartlgem) colorektalem Gewebe unterschelden und dadurch detektieren und 
des Welteren karzinogene Tumorzellen In histopathologisch unauffSlllgem Ge- 
webe nachweisen kann. Dies ist fQr die zuveriassige FrOherkennung von Karzi- 
nomzellen in colorektalen Adenomen sowie fOr die sichere Erkennung von Mlk- 
30 rometastasen im histopathologisch unauffailigen Gewebe und In den Lymph- 
knoten fQr den Therapieverlauf und Prognose von ganz besonderer Bedeutung. 
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CEA eignet sich nicht als ein solcher Marker, da CEA mRNA nicht In colorekta- 
len Karzinomen im Stadium 1 detektiert wurde, aber In alien Gewebeproben der 
tubulovillosen Colonadenomen und in zwel Proben der Sigmadivertlkulltis, die 
als Negativkontrollen funglerten, exprimiert wird. Im Einklang mit den vorgeleg- 
ten Ergebnissen zelgte Bhatnagar et al. mittels quantitatlver Enzymimmunoas- 
say und Immunozytochemie, dass CEA in moderat bis sehr wenig differenzier- 
ten colorektalen Tumoren gar nicht vorhanden ist. Boucher et al. demonstriert, 
dass CEA nicht nur in Adenokarzinomen des Colons, sondem auch In gesun- 
dem angrenzendem Schleimhautgewebe des Colons vorkommt. 

CK-19 and CK-20 slnd nicht nur im Serum, sondem auch im colorektalen Ge- 
webe keine verl§sslichen Tumormarker. Sie lassen sich nicht in fortgeschritte- 
nen Karzinomen im Stadium III, jedoch In einigen Kontrollengeweben, nachwei- 
sen. Dies bestatigt frOhere Beobachtungen, dass CK-19 und CK-20 auch in ge- 
sunder Darmschlelmhaut gefunden werden kann, aber auch In einigen Tumoren 
nicht vorhanden slnd. Die Beobachtung, dass das reichliche Vorkommen von 
CK-19 In gut differenziertem Tumorgewebe und geringgradiger Dysplasle mit 
geringer Zellproliferation, als auch das geringe Voricommen In gering differen- 
ziertem Karzinomgewebe und hochgradlger Dysplasle mit einer groBen Prolife- 
rationsrate, sowie die geringe Expression von CK-20 in colorektalen Karzino- 
men im Verglelch zu gesundem Colongewebe lasst venmuten, dass die negati- 
ve Tumorprobe des Stadiums III sich In einem hohen Proliferationsstatus befin- 
det. Die kontraren Ergebnisse von der Gewebeprobe des Patienten Nr. 2 (Ta- 
belle 1) zeigen zusStzlich, dass die Marker nicht gleichmaBig in dem Tumor ver- 
teilt slnd. 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von CEA. CK-19 und CK-20, war eine 
HERG-Expression in alien colorektalen Karzinomen, unabhangig vom Tumor- 
stadium, selektiv vorhanden und In jedem Kontrollgewebe negativ. Dies lied 
sich sowohl auf molekularblologlscher Ebene durch den Nachwels der HERG- 
RNA mit der PCR Methode als auch in der Immunhistochemie durch den 
Nachwels des HERG-Proteins selektiv In den colorektalen Karzinomzellen 
nachweisen. 
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In einigen histopathologlsch negatlven restlichen Darmanteilen des Resektates 
der Tumorpatlenten konnte immunhistochemlsch HERG positive Reaktlonen 
nachgewiesen werden. Diese Patienten eriitten in den nactifoigenden zwei Jah- 
ren nach der operativen Resektion des Karzlnoms ein locoregionSres Rezidiv 
des coiorektalen Karzinoms. Dies ist ein Nacliweis von l\/!ikrometastasen im 
liistopathologisch unauffSlligem colorektalem Gewebe. 

Durch den Nacliweis von HERG mit zwei vonelnander unabhangigen, sensiti- 
ven Methoden, die belde Qblich sind, gewinnt die Detektionsqualitat und Zuver- 
Idssigkeit enonn. 

Daher ist der HERG-Kaliumkanal ein hochselektiver Tumormarker fOr das colo- 
rektale Gewebe. 

Er ist zudem ein werlvoller Marker fUr andere epitheliale Karzinome, da er aucti 
Im Endometriumkarzinom vorkommt. Die vorgelegten Daten unterstiitzen die 
kQrzllch auf Basis von in in-vitro Studien venmutete starke Involvierung der 
EAG-Kaliumkanaie, den HERG Kaliumkanal mit eingeschiossen, In die Karzi- 
nogenese. Diese Kaliumkanaie sind in verschiedenen Tumorzellllnien gefunden 
worden, die einen transfonnierten PhSnotyp In transfizierten Zellen von SSuge- 
tleren Qbertragen und Tumorprogression in immunsupprimierten MSusen favorl- 
sieren. Da der HERG-Kallumkanal fur das Tumorwachstum und/oder das Ober- 
leben des Tumors von immenser Bedeutung ist, liell sicin in den Proliferati- 
onsstudien nachwelsen, dass durcli die selektive Blockade des HERG- 
Kaliumkanals durcii E-4031 die Karzlnomzellen zum Absterben gelangen. Der 
HERG-Kailumkanal, als ein funktionelier Tumormarker fDr das colorektale Kar- 
zlnom, stent somit niclit nur einen selektiven Tumormarker dar, sondern ermOg- 
llcht auch durch die selektive Hemmung von E-4031 einen neuen Ansatz fQr die 
Krebstherapie. 

Die Qberraschenden und wertvollen Erkenntnisse der Erfindung lassen sich da- 
hlngehend zusammenfassen, dass eine sichere Diagnose von coiorektalen 
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Karzlnomzellen durch selektive HERG-Genexpresslon In zwei vonelnander un- 
abhSngigen Testverfahren (Immunhlostochemie und PGR) mOgllch ist. wobel 
ein neuartiger und hochselektlver Marker in Gestalt des HERG-Kaliumkanals 
Verwendung findet und dass sich das Wachstum der Tumorzellen durch das 
Antian'hythmikum E-4031 hemmen lasst. 
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5 PatentansprOche: 

1. Diagnostikum zum Nachweis eines Karzlnoms, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man damit die Anwesenheit mindestens eines HERG- 
Kaliumkanals in einer menscliliciien Gewebeprobe oder in Lymphknoten, die 

10 beim gesunden IVIenschen frei von HERG-Kaliumkanaien ist, oder in Korper- 
flQssigkeiten nachweist. 

2. Verfahren zum Diagnostizieren eines Karzinoms, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man in einer Gewebeprobe oder in Lymphknoten, die beim ge- 

15 sunden Mensclien frei von HERG-Kaliumkanaien ist, oder In einer K6rperflQs- 
sigkeit die Anwesenheit mindestens eines HERG-Kaliumkanals nachweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man ein 
colorektales Karzinom diagnostiziert, indem man In einer Gewebeprobe des 

20 menschlichen Dickdarms oder Enddarms oder in Lymphknoten mindestens el- 
nen HERG-Kaliumkanal nachweist 



4. Venwendung des Antiarrhythmikum 4-[1-[2-(6-IVlethyl-2-pyridlnyl)ethyl-4- 
plperidinyl]carbonyi]methansulfoanilid, 2HCI (E-4031) der Fomiel I 




zur Behandlung eines durch die Anwesenheit eines HERG-Kaliumkanals ge- 
kennzeichneten Karzinoms. 



5. Venwendung des Antiarrhythmikum 4-[1-[2-(6-Methyl-2-pyrldinyl)ethyl-4- 
30 plperldinyl]carbonyl]methansulfoanilid, 2HCI (E-4031) der Formel I zur Herstel- 
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lung eines Arznelmittels zur Behandlung eines durch die Anwesenheit eines 
HERG-Kaliumkanals gekennzeichneten Karzlnoms. 



6. Verwendung des Antiarrhythmikum 4-[1-[2-(6-Methyl-2-pyridinyl)ethyl-4- 
plperidinyllcarbonyl]methansulfoanilid, 2HCI (E-4031) der Formel I 




zur Behandlung des colorektalen Karzinoms. 

7. Verwendung des Antiarrhythmikum 4-[1-[2-(6-!Vlethyl-2-pyridinyl)ethyl-4- 
piperidinyllcarbonyl]methansulfoanilid. 2HCI (E-4031) der Fomriel I zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels zur Behandlung des colorektalen ICarzinoms. 
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Abb. 1 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

control GAPDH CEA CK-19 CK-20 HERG CEA CK-19 CK-20 HERO CEA CK-I9 CK-20 HBRG control 



603bp 
485bp 
386bp 
328bp 



132bp 




RT-PCR zur Darstellung der CEA, CK-19, CK-20 und HERG mRNA Expression 
in gesundem Colongewebe, in tubulovlllSsen Colonadenomen und in 
colorektalen Karzinomen. 
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Abb. 2 

Vermehrung von Colo 205 
Zellen in Anwesenheit des 
HERG-Blockers E-4031 
Initiate Aussaat 10.000 Zelien pro well 



-o- E-4031 0 mM 
E-4031 1 mM 
E-4031 5 \M 

-•-E-4031 10 mM 



0 1 2 3 4 5 6 

Tage 

Daretellung der Proliferationshemmung der colorektalen Karzinomzellline Colo- 
205 durch den selektiven Inhibitor E-4031 des HERG Kaliumlcanales. 
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Abb 3-6: 




Abb. 3 





Abb. 4 



Abbildung 3 und 4: immunhistochemisch positive Realction des Anti-ERG1 
(HERG) AntlkOrpers im colorektalen Karzinom. 




Abb. 5 

Immunhistochemisch negative 
Reaktion im regelrechten 
gesunden colorelctalen Gewebe. 




Abb. 6 

Immunhistochemisch positive 
Reaktion im histopathologisch 
unaufiSlllgen restiichen 
Danmanteil des Resektates des 
Tumorpatienten mit spSterem 
iocoregionaren Rezidiv des 
Karzinoms. 
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